at 
第 43 卷 增刊 民 虫 学 报 Vol.43，Suppl， 
2000 年 5 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA Mav，2000 


文章 编号 : 0454-6296 (2000) 增刊 -0109-05 
坚 虫 徽 犯 子 虫 对 蝗虫 脂肪 含量 的 影响 
陈建新 ， 沈 杰 ， 宋 敦 伦 ， 张 龙 ， 严 馆 骅 


(中 国 农业 大 学 植物 保护 学 院 ， 北 京 100094) 


摘要 : 用 东亚 飞 凰 Locusta migratoria manilensis 作为 活体 寄主 ,将 4 龄 蝗 师 接种 蝗虫 微 孢 子 虫 
Nosema locustae 后 ， 对 虫 体 总 脂 含 量 和 血 淋 巴 中 的 甘油 脂 含 量 、 脂 肪 酶 活力 进行 了 测定 ， 结 果 表 
明 : 蝗虫 微 孢 子 虫 的 寄生 可 导致 东亚 飞 蝗 虫 体 总 脂 含量 和 血 淋 巴 甘油 栈 含 量 大 幅度 下 降 及 血 淋 巴 
脂肪 酶 活力 大 幅度 上 升 。 根 据 病 虫 生理 指标 提出 了 一 种 新 的 病 级 鉴定 方法 。 
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蝗虫 微 孢 子 虫 Nosema locustae 是 蝗虫 等 直 翅 目 昆 虫 的 专 性 寄生 的 单 细胞 原生 动物 ， 主 要 
侵 染 蝗虫 等 宿主 的 脂肪 体 !!-3  ， 可 引起 蝗虫 等 宿主 的 慢性 病 ， 可 做 为 蝗虫 种 群 密度 的 长 期 控 
制 因 素 '41。 

迄今 为 止 ， 有 关 蝗 虫 微 孢 子 虫 方面 的 研究 已 经 取得 了 一 定 的 成 果 '5~ 1， 然而 对 蝗虫 微 孢 
子 虫 致 病 机 制 的 生理 生化 基础 研究 和 病 虫 的 生理 诊断 还 未 见报 道 ， 本 文 主要 从 蝗虫 微 孢 子 虫 
对 蝗虫 生理 生化 的 影响 出 发 ， 从 生理 学 角度 探讨 蝗虫 微 孢 子 虫 对 蝗虫 的 致 病 机 制 ， 并 找 出 了 
一 种 根据 生理 指标 迅速 有 效 地 检测 出 蝗虫 个 体 是 否 感 病 ， 以 及 感 病程 度 的 新 方法 。 解 决 预测 
预报 中 尚 无 迅速 准确 地 进行 早期 诊断 的 方法 问题 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

病原 : 蝗虫 微 孢 子 虫 浓缩 液 ， 由 中 国 农 业 大 学 植物 保护 学 院 昆 虫 生物 防治 室 提 供 。 

试 虫 : 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis 4 龄 蝗 师 及 成 虫 。 

蝗 卵 由 中 国 农业 大 学 植物 保护 学 院 昆 忠生 物 防治 室 提供 ， 钥 化 后 ,饲养 蝗 师 至 4 龄 ， 以 
麦苗 浸泡 法 (孢子 浓度 为 每 毫升 10 ”个 孢子 ) 接种 1 天 ， 然 后 放 于 光照 培养 箱 中 以 新 鲜 的 小 
麦 叶 片 饲养 。 培 养 箱 温 度 为 29C ， 相 对 湿度 为 70% 左 右 。 

1.2 病 级 鉴定 方法 

取 1 头 供 试 星 虫 ， 在 研磨 器 中 磨 碎 ， 加 10 mL 水 ， 过 滤 后 在 400 倍 镜 下 观察 3 一 5 个 视 

野 ， 计 算 平 均 每 个 视野 孢子 数 ， 按 孢子 数 分 级 ， 无 孢子 为 0 级 ， 每 个 视野 0 一 1 个 孢子 为 1 
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级 ， 每 个 视野 1 一 5 个 孢子 为 2 级 ， 每 个 视野 S 一 100 个 孢子 为 3 级 ， 每 个 视野 大 于 100 个 孢 
子 为 4 级 ， 每 个 视野 孢子 密集 成 片 为 5 级 [8]。 
1.3 蝗虫 总 脂 含 量 的 测定 

采用 Folch (1957) 改良 法 "”  。 每 一 数据 点 测 虫 10 头 ， 取 平均 值 。 
1.4 蝗虫 血 淋 巴 中 甘油 酯 含量 的 测定 

采用 重复 性 较 好 的 乙酰 丙酮 法 10]。 重 复数 同上 。 
1.5 蝗虫 血 淋 巴 中 脂肪 酶 活力 的 测定 

采用 滴定 法 rt。 重复 数 同 上 。 
1.5.1 酶 活力 测定 : 取 血 淋巴 25 AL， 加 缓冲 液 3 mL， 离心 (15 000 r/min) 后 将 上 清 液 作 
为 酶 液 。 加 3 mL pH7.5、0.025 mol/L 磷酸 缓冲 液 和 2 mL 聚 乙烯 醇 橄 榄 油 乳 化 液 于 三 角 烧 
瓶 中 ， 置 40 水 浴 10 min。 加 入 酶 液 1 mL， 立 即 开始 精确 计时 ，40C 下 15 min 后 ， 立 即 加 
和信 10 mL 95% 乙 醇 终 止 酶 反应 。 加 酚 本 指示 剂 2 一 3 滴 ， 以 0.05 molML NaOH 标准 溶液 滴定 
到 微 红 色 ， 记 下 消耗 的 体积 。 对 照样 品 的 测定 ， 先 加 入 15 mL 95% 的 乙醇 后 ， 再 加 入 酶 液 
1 mL, 其 它 同 上 。 用 考 马 斯 亮 兰 法 (! 站 测定 酶 液 样品 蛋白 质 含 量 ， 用 BSA 作 标 准 曲 线 ， 测 定 
595 nm 的 OD 值 。 
1.5.2 结果 计算 : 酶 活力 /g= (A 一 B )N/(10tW) 

A 为 酶 液 样品 消耗 的 氢 氧 化 钠 毫 升 数 ; B 为 对 照 液 样品 消耗 的 毛 氧 化 钠 毫 升 数 ;N 为 每 
毫升 0.05 molL 和 氧 氧 化 钠 所 含 毛 氧化 钠 的 微克 分 子 数 (50); W 为 酶 液 样 品 蛋 白质 含量 克 
数 ; 上 为 酶 反应 时 间 (15 min)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 接种 20 天 后 感染 状况 
以 4 龄 蝗 师 接 种 微 孢 子 虫 20 天 后 ， 镜 检 150 头 成 虫 ， 感 染 率 为 100% ， 死 亡 率 为 75%， 
各 病 级 分 布 如 图 1 所 示 (图 中 6 级 为 死亡 )。 说 明了 微 孢 子 虫 对 寄主 的 感染 力 非 常 强 ， 致 死 率 
较 高 。 
2.2 蝗虫 的 总 脂 含 量 
虫 体 总 脂 含 量 接种 组 随时 间 而 大 幅 下 降 ， 未 接种 组 
(对 照 组 ) 随时 间 略 有 上 升 ， 如 图 2 所 示 。 说 明 微 孢子 忠 
1 2 3 4 5 6 在 寄主 脂肪 体内 大 量 增 殖 并 消耗 了 寄主 的 大 量 车 养 和 能 
和 源 物质 。 接 种 后 饲养 20 天 后 ， 鉴 定 病 级 ， 随 病 级 的 增加 
图 1 接种 20 天 后 各 病 级 分 布 总 脂 含 量 在 0~1 级 和 3~5 级 大 幅 下 降 ， 在 1~3 级 降幅 
Fig. 1 Distribution of grades of disease ”上 略 小 ， 如 图 3 所 示 。 
2.3 血 淋 巴 甘油 酯 的 含量 
接种 后 蝗虫 血 淋 巴 甘油 酯 的 含量 随 着 时 间 增 长 而 迅速 下 降 ， 而 未 接种 的 蝗虫 血 淋 巴 含量 
略 有 增加 ， 如 图 4 所 示 。 说 明 健 虫 在 起 飞 前 甘油 酯 作为 能 源 物 质 动 用 的 少 ， 使 其 浓度 稍 有 升 
高 ， 而 病 忠 的 血 淋 巴 甘油 酯 浓度 随 饲 养 时 间 呈 大 幅度 下 降 趋 势 ， 到 20 天时， 已 经 不 足 0.5 
mmol/ 世 ， 这 主要 是 由 于 微 孢 子 虫 的 大 量 增殖 消耗 了 蝗虫 脂肪 体内 的 甘油 酯 ， 导 致 脂肪 体 向 血 
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淋巴 中 释放 甘油 酯 的 量 大 大 降低 。 接 种 后 饲养 20 天 后 ,鉴定 病 级 ， 甘 油 酯 含量 在 0~1 级 和 
3 一 4 级 有 大 幅度 下 降 ，1 一 3 级 和 4 一 SS 级 下 降 辐 度 不 大 ， 如 图 $ 所 示 。 
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2.4 血 淋 巴 脂肪 酶 的 活力 

”未 接种 组 中 的 脂肪 酶 活力 在 10 天 以 前 基本 稳定 ,在 10 一 15 天 上 略 有 下 降 ，15 一 20 天 又 趋 
于 稳定 。 接 种 组 随 饲 养 时 间 酶 活力 除 $ 一 10 天 升幅 较 小 外 ,一 直 呈 大 幅 上 升 趋势 ， 如 图 6 所 
示 。 说 明 蝗 师 (0 一 10 天 ) 要 完成 它 的 生长 发 育 ， 所 需 能 量 较 多 ， 酶 活力 较 高 ， 而 它 羽化 为 
成 虫 后 (15 一 20 天 ) ， 在 起 飞 前 蝗虫 各 个 器 官 基本 成 熟 ， 所 需 能 量 减 少 ， 酶 活力 下 降 并 基本 
稳定 。 当 蝗虫 感染 微 孢 子 虫 后 ， 由 于 微 钨 子 虫 在 蝗虫 体内 迅速 增殖 ， 大 量 消 耗 蝗虫 体内 的 能 
源 物质 ， 故 酶 活力 升 高 ，20 天 后 达到 了 16/g 以 上 。 接 种 后 饲养 20 天 后 ， 鉴 定 病 级 ， 脂 肪 酶 
活力 在 0~1 级 和 3~5 级 随 病 级 的 增加 而 大 幅 升 高 ， 在 1 一 3 级 基本 保持 平稳 ， 如 图 7 所 示 。 


3 讨论 


根据 本 文 结果 ，4 龄 星 师 在 感染 微 孢 子 忠 后， 由 于 微 孢 子 虫 在 蝗虫 体内 迅速 增殖 ， 大 量 
消耗 寄主 体内 的 营养 物质 ， 导 致 寄主 总 脂 含量 大 幅 下 降 ， 血 淋巴 脂肪 酶 活力 迅速 升 高 ， 血 淋 
巴 能 源 库 动 态 平 衡 遭 受 严 重 破坏 ， 血 淋巴 甘油 酯 含量 大 幅 下 降 。 这 是 感 病 蝗 忠 表现 生长 、 发 
育 和 生殖 不 利 ， 包 括 脱皮 不 利 ， 常 出 现 畸 形 ， 取 食量 降低 ， 发 育 期 延长 ， 寿 命 缩短 ,丧失 生殖 
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能 力 13] ,飞行 能 力 消 弱 ,甚至 没有 飞行 能 力 "! 和 1 等 一 系列 病征 生理 学 方面 的 主要 原因 之 一 。 

由 于 现行 的 根据 镜 检 孢 子 数 来 定 病 级 的 方法 ， 只 能 在 接种 15 天 后 才能 观察 到 孢子 ， 并 且 
还 忽略 了 微 孢 子 虫 其 它 的 生活 史 形 态 ， 因 此 在 病 虫 鉴 定 的 时 间 性 和 准确 性 上 存在 局 限 性 。 根 
据 本 文 结果 ， 在 接种 20 天 后 ， 按 现行 病 级 鉴定 方法 ， 病 虫 在 1~3 级 间 各 生理 指标 变化 不 大 
(图 3、 图 5、 图 7)， 建议 以 虫 体 总 脂 含 量 和 血 淋 巴 甘油 酯 含量 、 血 淋巴 脂肪 酶 活力 为 指标 
(图 2、 图 4、 图 6)， 以 4 天 为 一 级 ， 作 如 下 的 微 孢 子 虫 病 分 级 标准 ( 表 1) (在 实际 鉴定 过 程 
中 可 以 根据 条 件 取 一 种 指标 ) ， 这 样 不 仅 可 在 蝗虫 感 病 早期 (5 天 之 内 ) 即 可 进行 鉴定 ， 而 且 
在 病 级 的 鉴定 上 更 准确 ， 可 重复 性 更 好 。 


表 1 蝗虫 微 孢 子 虫 病 分 级 标准 


Table 1 Grade standard of Nosema locustae disease 


血 淋 巴 甘油 酯 含量 i/L 血 淋 巴 脂肪 酶 活力 
病 级 总 脂 含量 (%) 下 
. Content of glyceride (pmol /(g* min)) 
Grade of disease Content of total fat . a 
in haemolymph Activity of hpase in haemolymph 

0 >8.0 >1.3- <8.0 

1 6.5~8.0 1.1~1.3 8.0~10.0 

2 5.0~6.5 0.9~1.1 10.0~12.0 

3 3.5~5.0 0.7~0.9 12.0~14.0 

4 2~3.5 0.5~0.7 14.0~16.0 

5 <2 <0.5 >16.0 


在 应 用 微 移 子 虫 治 蝗 地 区 ,采用 本 文 的 蝗虫 微 孢 子 虫 病 的 诊断 方法 及 病 级 标准 ， 可 及 时 
准确 地 评价 蝗 群 中 微 抱 子 忠 病 的 流行 程度 ， 判 断 是 否 需 要 进行 化 学 防治 。 
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Effect of Nosema locustae on the content of fat in 
Locusta migratoria manilensis 


CHEN Jian-xin, SHEN Jie, SONG Dun-lun, ZHANG Long, YAN Yu-hua 
(Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100094) 


Abstract: In this study the authors using Nosema locustae as a parasite on Locusta migratoria manilensis, 
measured the content of glyceride and lipase activity in haemolymph and the total fat of the locust infested. 
The results manifest that N. locustae ean cause the content of glyceride in haemolymph and the total fat of 
L. migratoria manilensis decline rapidly and the lipase activity in haemolymph rise rapidly. A new identi- 


fying method of grade of disease according to the physiological guideline is suggested. 


Key words: Locusta migratoria manilensis; Nosema locustae; glyceride; lipase; grade of disease 


